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IsoMeite adulte phirlpotente Stam mzeUen iinrt VerfahrfeM 
Ztt deren IsoH erung nnd Kultivigrung 

Die vorliegende Erfindtvng betrim adulte pluripotente Staimnaellen und Verfahren zu 
deren Isoliening und Koltivierung. 

Hintererund def Brfindung 

Als Stejnmzellen werden solche Zellen bezeichnet, welche die PSbigkeit besitten, sich 
unbegrenzt zu teUen und sich unter geeigneten UrostSnden bzw. dwch geeignete Stimuli in 
verschiedene Zellarten differenzieren zu konnen. Stammzellen besitzen das Potenzial. sich 
in Zellen mit charakteristischer Gestalt und spezialisierten Funktionen zu caitwickeln. 

Aufgrund ihrer unteischiedlich ausgepragten Potenz. sich in verschiedene Zelltypen zu 
differenzieren. unterscheidet man bisher embiyonale von adulten Stammzellen. Es beat^t 
die aJlgemeine Ansicht, dass mit der Entwicklung von der befruchteten Eizelle aber das 
embryonale Stadium bis zum adulten Organismus die Potenz der Stammzellen abninuui. 
Dieser Exgenschaft entsprecbend wird die befruchtete Eizelle als totipotent, embryonale 
Stammzellen aJs pluripotent und adulte Stammzellen als multipotent bezeichnet. 

Totipotente Zellen Sind Zellen, aus denen sich ein voUstandiger Organismus entwickeln 
kaim; dazu zShlen neben der befruchteten Eizelle auch die Zellen der frOhen embryonalen 
Phase. Unter Pluripotenz versteht man, dass die typiscberweise aus der inneren Zellmasse 
von disaggregierten Blastozysten gewonnenen embryonalen Stammzellen in der Lage sind. 
sich in Zellen aller drei Keimblfitter - Mesodeim. Endoderm und Ektodcrm - zii 
differeiuderen. 

Adulten Stammzellen hingegen wird nach bisberiger Lehnneinung nur eine MuUipotenz 
zugespiocben. d,h. dass eine Differenzierung in nur geringerem Umfang stattfinden kami 
So somen gewebespezifische Stammzellen nur zur Differenzierung in Zellen desselben 



Gewebetyps in der L^ge sein. In den letzten Jahren n^usste diese Auffassimg zumindestens 
teilweise komgiert werden. da Unters^ichungen mit adulten Stan«nzeUen, die z.B. «us dem 
Kpochenmark (WO 02/064748) oder aus reeenerativem Gewebc OVO 02/057430) erhalten 
worden waran. belegen. da.s unter bestimmten Bedingungen. z.B. Transplantation in ein 
Zxelgewebe, Kultivierung auf einem Feeder Cell Layer tmd/oder Kultivierung in 
Gegenwart spezieller WachstumsfaJctcren. aucb die Differenzierung einzelner Stammzellen 
zu Zelltypen verschiedener Kein^blatter enreichbar ist. Allerdinga kotnroen auch diese 
adulten Stammzellen hinsichtlich Selbstemeuerungsyermfigen und 
Differenzierungspotenzial den embryonalen Stan^mzellen noch nicht gleich. Insbesondere 
ist die Stabilitat dieser Zellinien bei LangzeitkuJtivierung nicht gewabrleistet und die 
zellen ne,gen zu spontaner Differenzjerung und unter Umstanden auch zur Entartung zu 
Tumorzellen. Femer nimmt die Vermehnmgsrate mit langerer Kultivienme deutlich ab. 

Somit besteht in Anbetracht der ethiscben Bedenken bezUglioh embzyonaler Stammzellen 
nach wie vor grofles Interes.e an neuen adulten Stammzellen mit mcglichst grofiem 
DifTerei^erungapotenzial und Bigenachaften. die denjenigen der embryonalen 
StammzeUen gleichkonunen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde. neue adulte Stammzellen 
bereitzuatellen. die in ihrem Selbstemex^erungsvermOgen und Differenzienmgapotenzial 
gegenaber embiyonaJen Stammzellen keine wesentlicben Unterschiede mehr auf^veisen 
und als tatsachlich pluripotent bezeichnet werden kSnnen. Eine damit verbundene Aufgabe 
ist die Bereitstellung neuer und besonders einfacher Verfahren zur Isolierung und 
Kultivieruttg von adulten pluripotenten Stammzellen und davon abgeleiteter differenzierter 
Zellen. Em weitere damit verbundene Aufgabe iat die Bereitstelhmg neuer 
phannazeutischer Zoaammensetzungen und Verfahren zur Behandlu^g verschiedener 
Krankheitszustande wrter Verwendung pluripotenter adulter Stammzellen. 

Diese Aufgaben werden erfindungsgemSB gelflst duxch die Bereitstellung isolierter pluripo- 
tenter adulter Stammzellen. welche aus, exokrinem DrQaengewebe erhalten wunlea. und die 
erfindungsgemfilien Verfahren zur Isolienmg xmd Kultivierung dieser Stammzellen und 
davon abgeleiteter differenzierter Zellen sowie durch die Bereitstelhmg von pharmazeuti- 
achen Zuaammensetzungen und Bebandlungsverfahren unter Verwendung der erfindungs- 
gcmafien Stammzellen bzw. davon abgeleiteter differenzierter Zellen. 
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Beschreibynpr der £rfindi| nf> 

Adulte Staannzellen mit unterscbiedliohem Difrerenzjemngapotenzial wunlen bercits in 
zahlreichen Geweben gefunden. Es warden auch achon mutmafilichc Stammzellen aus dem 
endokrmen msulin-prodxmerenden Driisengewebe des Pankreas isoliert. wohingegen 
b«her noch nie a«s irgendeinem exolcri«en Drxisengewebe Zellen isoliert wurden. die als 
Stammzellen charakterisiert werden konnten. 

Es ist daher ausgesprochen ubenrascbend. dass das erfmdungsgemaBe Verfahren unter 
erstmaliger Venvendung von exokrinem Driisengewebe auf besonders cJnfache Weise die 
Herstellung adulter Stammzellen erm5glicbt. die hinsichtlich ihres Selbstemeuerungs- 
vermSgens und ihres Differen^derungspoteni^ials gegeniiber embryonalen Stammzellen 
kerne wesenUichen Unterschiede mehr auiweisen und als pluripotent zu bezeichnen sind. 

Das als Ausgangsmaterial verwendete exokrine Driisengewebe stammt vorzugsweise von 
einem Wirbeltier, z.B. einem Fisch, Amphibimn, Reptil. Vogel Oder Sanger, besonders 
bevorzugt vou einem Primaten. insbesondere einem Menscben. 

20 Das erfindungsgemSO verwendete exokrine Driisengewebe kann von einem envachsenen 
Organisms, juvenilcn Organismxis oder nicht-hmnanen fdtalen Organismus. vorzagsweise 
einem post-natalen Organismus. stammen. Der Begriff "adult", wie in der vorliegenden 
Anmeldung verwendet, bezieht sich somit auf das Entwicklnngastadium des Ausgangs- 
gewebes mid nicht auf dasjenige des Donororganismus. aus dem das Gewebe stammt. 

25 "Adulte" StammzeU^ 8ind nicht-embryonale Stammzellen, 

Voizugsweise wird das exokrine Drtisengewebe aus einer Speicheldmse. TrSnendruse, 
TalgdrSse. SchweifldrOse, aus Drusen des Genitaltrakts. einschlieBlich Prostata, oder aui 
gaatro-intestinalem Gewebe. einscblieUUch Pankreas. oder sekretorischem Gewebe der 
30 Leber isoliert. to einer stark bevorzugten AusfUhnmgsfoim handelt es sich dabei um 
acinares Gewebe. Ganz besondas bevorzugt stammt das acinare Gewebe aus dem 
Pankreas. der Ohrspeicheldriise oder Unterkieferspeicheldriise, 



Die mit dem erfindungsgemfiBen Verfehren bereitgestellten StaramzeUen sind leicht zu 
isolieren xmd in einer stabUen Langzeifkultur ohne PeederzeUschicht oder spezielle Zmatze 
im undifferenzierten Zustand zu balten. Der Begriff Feede»^l)«a, wie in der vorliegenden 
Anmeldung verwendet, umfasst aUe Zellen. die das Wachstmn der eigentlich zu 
kultivierenden Zellen dadxirch fordem, dass sie Wachatumsfaktoren frcisetzen und/oder 
eine extrazeUulare Matrix bereitstellen, bzw. die Differenzjerong der Stammzellkultur 
verhindern. 

Jsi StaromzeUkulturen der Erfinder baben die Zellen nach bisher mehr als 25 Passagen ttber 
ein JahT lang ilire FShiglceit ziir Selbstemeuenmg vind uneingeschrSukten Teilung behalten 
und die Kulturen sind weiterhin stabil. Nur ein sebr kleiner Toil der Staromzellen (ca. 3 %) 
differenziert spontan tind wird bei einem Mediumwechsel problemJos mit dem alien 
Medium abgetrennt. 

DarUber hinaus konnen die so produzierten Stammzellen bei der Temperatur des fliissigen 
StickstofFs eingefroren gelagert wesrden und behalten ihie Differenzierbarkeit imd Vitalitat 
unverandert bei. 

Die erfmdungsgeroaOen adulten Stammzellen konnen ohne Zusatz spezieller Wachstums- 
oder DifTerenzierungsfaktoren auf einfache Weise zvu" Differenzierung angeregt weiden, 
indem sie unter rSiunlichen Bedingungen kultiviert werden, welcbe flir einen 
dreidlmensionalen Kontakt der Zellen sorgen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind 
diese Bedingungen die Kultivienmg in hSngenden Tropfen. wie sie fur erabryonale 
Stammzellen bereits beschrieben wurde (Wobus et al., Biomed. Biochlm. Acta 47:965-973 
(1988). Dieses Verfahren wird nachfolgend in den Beispielen noch nfiher beschrieben. Es 
versteht sich jedoch, dass alternative Kultiviertmgsverfahren, die fiir den gewiinschten 
dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen und dem Fachmann bekannt und verfSgbar 
sind, ebenso verwendet werden kdrnien. Beispiele fur solcbe alternativen Verfahren sind 
die Kultiviemng in bewegter Snspensionskultur, die KuJtivierung in einem elektro- 
magnetischen Feldk^fig oder Laser-Tweezer oder die Kultivienmg auf Oberflachen, an 
denen die Zellen nicht oder schlecht haften. Solche OberflSchen konnen z.B. Glas, 
Polystyrol Oder mit einer Anti-Adhasionsscbicht bohandelte Oberflachen. z.B. PTFE- oder 
Poly-HEMA-beachichtete OberflUchen, aein. 



Unter dieaen Bedmgimge^ entwickeln sich spontan dreidimensionale Zellverbtode oder 
Zdlaggregate. welche vom Erfinder in Anlehnung a« bereits fUr embryonale Stammzellen 
beschriebene "embryoid bodies" als "oreemoid bodies" oder organoide Korper bezeichnet 
wurden. Diese organoiden Kfirpcr cder Organoid Bodies k5nnen in Suspensionskulturen 
Oder Adhfisionskulturen iiberfUhrt «nd weiter kultiviert werden. Bei ausreichender 
Nahrstoffversoigung wachsen diese organoiden K6rper weiter xmd konnen Durchmesser 
von etmgen MiUimetem oder mehr ezreichen. Diese groBen Organoid Bodies zeigen eine 
gewebeartige Struktur und werden in diesem Stadium zur Unterscheidung von den 
einfachen Zellaggregaten auoh als "GewebekSrper" bezeichnet. 

Bringt man die Organoid Bodies wieder in Oberflfichenkultur. entsteht aus auswachsenden 
einzelnen Zellen eine zellulare MonoscWcht, aus der Multilayerbereiche hervorgehen aus 
denen spontan sekundfire Organoid Bodies mit vergleichbaren Eigenscbaften 'wie 
denjenigen der prim&en Organoid Bodies gebildet werden. Die erfindungsgemSflen 
Organoid Bodies k6nnen 2.B. bei der Temperatur des fltissigen Stickstoffs eingefroren 
gelagert werden, ohne xhre Lebenafdhigkeit. Veimehntngsfahigkeit, Wachstumsfahigkeit 
und Differenzierbarkeit zu verlieren. 

Zellen. welche aus dea organoiden Kotpem auswew^hsen oder isoUert werden. kSnnen in die 
verschiedenen Zelltypen aller dr^ Keimblfitter diffexenzieren. Zur Differenziemng sind 
kerne Dififeren2ierungsfaktoren notwendig und die Zellen miisaen auch nicbt transplantiert 
werden. urn zu difiterenzieren. Es kami jedoch von Vorteil sein. solche 
Differenzienmgsftktoren ein^usetzen, urn gezielt gi^Bere Mengen eines bestinunten 
Zelltyps herzustellen. Solche Differenzieruags&ktoren sind im Stand der Technik bekannt 
und umfassen z.B. bFOF (••basic fibroblast growth factor") zur verstSrkten Bildung von 
Herzzellen und Fibroblasten. VEGF ("vascular endothelial growth factor"). DMSO und 
Isoproterenol. Fibroblastenwachstumsfaktor 4 (FOP4). Hepatozyten-Wachatumsfaktor 
(HGF) z.,r verstSrkten Bildung von Herz- «nd Leberzellen. TOF-betal ("tmisfonning 
growth factor betaJ") zur verst«drten Bildung von Herzzellen, EOF (••epidermal growth 
factor") zur verst^kten Bildung von Haut- u„d Herzzellen. KQP (•'ketatinocyte growth 
factor") (machmal zusammen mit Cortison) zur Bildung von Keratinozyten. RetinaSure zur 
verstarkten Bildung von Nerven-, Herz- und Nierenzellen, beta-NGF Cbeta nerve growth 
fecto:'') zur verstSrkten Bildung von Gehim-. Leber-, Pankreas- und Nierenzellen. BMP-4 



("bone moT,hogemc protein 4") und Activin-A zur Bildung mesodennaler Zellen generell. 

sind jedoch nicht darauf beschrankt. 

Differen2perte Z«Ilen. die am den erfindmg9ge>i,aflen pJuripotenten Stammzdlen erhaitlich 
smd. umfassen Knochenzellen (Osteoblasten und Qsteoclasten), C3,ondrozytcn 
Adipozyten, Fibroblasten (z.B. Hai^t- und Sehnmfibroblasten). Muskelzdlen' 
Endothelzellen, Epitbelzdlen, hematopoetiflche Zellen, sensorische Zellen. endokrine vnd 
exokrine DrliaenzeJlen. Gliazellen. neuronale Zellen, Oligodendrozyten. Bluteellen 
Darmzellen, Herz-. Lungen-, Leber-, Nieren- oder Pankreas2ellen. sind jedoch nicht darauf 
beschrankt. 

Die resultiei^den diffei^ierten Zelltypen kSnnen di,rcb histologische, immunozyto- 
chemische und elektronenmikroskopische Techniken identifizicrt und charakterisiert 
werden. 

Die erfindungsgemfiJJen adulten pKuipotenten Stammzellen hzw. davon abgeleiteten 
differenzSerlen Zellen und organoiden Kfirper haben ein breites Spektrum moglicher 
Anwendungen auf medizinischen und nicbt-medizimschen Qebieten. Beiapielaweise 
kfinnen die Zellen einenci tierischen oder humanen Patienten verabreicht werden. urn eine 
Verletzung Oder einen Krankheitszustand zu behandcln. 

Der zu behandetode Krankheitszustand kann jeder Kaankheitszustand sein, von dem zu 
erwarten stebt. daaa er nait Stainnizcllen erfolgreich behandelt werden kann. Solche 
Krankheitazusttede konnen beispieJsweise ein Tumor, eine Lungen-, Leber^, Nieren- 
erkrankung. eine Bindegewebserkrankung. eine kardiovaakulfire Erkrankm,g, metabolische 
Erkrankung. neuxo-degenerative Erkrankung. Autoimmunerkrankung, Anfimie 
HSmophilie, Diabetes. Ischamie. Entz«ndung. eine Infektionskmnkheit. ein genetiscbe^ 
Defekt Oder Transplantat-AbstoOung sowie AJterungsprozesse aein. 

Voi^gsweise sind die verabreicbten Zellen autolog. d.b. sie statnmen von dem zu 
behandelnden Patienten. um eine Abstoflungsreaktion zu venneiden. Die Behandlung kax.n 
Z.B. dann bestehen, dass die verabreicbten ZeUen in vivo di£fer«nzieren. urn die Funktion 
ernes ge^chMigten oder fehlenden Organs oder Gewebes im Ko^er eines Patienten zu 
ubetnehmen. Das Organ oder Gewebe kann beispielsweise aus Knochenmark. Blut. Milz 



L«nge. Niere, Blase. Darm. Gehim, Fettgewebe. Bindegewcbc. Muskelgewebe. Hei^ 
Blutgefafien. Pankrees. ZNS. periphcrem Nerveasystem. Haut. insbesondere 
Schleimhaxiten, ausgewShlt sein. 

In einer bevom^gten Ausflihiungsform starlet die Bebandlimg das Immunsystem des 
Patienten odor stelJt es wieder her. to einer wdteren Ausfiihrungsfonn besteht die 
BehandJung darin. dass Blm oder eine m^dere Korperflflssigkeit eines Patienten auflerhalb 
des KSrpers mit den Staimnzellen oder davon abgeleiteten Zellen, z.B. Leber- oder 
Nierenzellen. in Kontakt gebracht wird. urn z.B. die Ko^xailiissigkeit von Giftstoffen zu 
befreien oder auf andere Weise einer therapeutischen oder diagnostischen Behandlung zu 
unterziehen, und dann die Kfiiperfliissigkeit wieder in den Koiper rflckeefuhrt wird. 

Die verabreichten erfindungsgemiOen Staimn^ellen in einem Behandlungsverfahren 
kBnnen auch als gefahdoses Vehikel m ein therapeatisches Agens dienen. Das 
therapewtische Agens kann z.B. DNA. RNA. ein Protein oder Peptid oder ein 
niedcnnolekularer Amiei wirkstoff sein, 

Inabesondere kfinnen die Stammzellen gentechnisch manipuliert werden. um bestimmte 
Eieenschaften aufeuweiaen. nnd dann zur Gentherapie eingesetzt werden. Solche 
Eigenacbaften kfinnen 2.B. veningerte Antigenizitat, Produktion gewiinscbter DNA. RNA. 
Proteine, feWende Produktion menviinschter DNA, RNA, Proteine. etc. sein. 

Die Verabreichmg der Zellen kann nach jedem im Stand der Technik bekannten und fiir 
diesen Zweck geeigneten Verfehren erfolgen. Geeignete Verfahren schiieflen ein sind 
jedoch mcht beschrSnkt auf, lokale Injelction. systemische Injektion, pamiterale 
Verabreichung. orale Ver^reiohutig oder intrauterine Injektion in dhen Bmbiyo. 

In der Regel werden die zur BehandJung eingesetzten StMnmzellen oder davon abgeleiteten 
differenzierten Zellen in einer phaimazeutiachen Zusammensetzung vorliegen. Eine solche 
Zusanunensetzung kann neben den ZeUen eine physiologiach annehmbare Matrix oder 
emeu pbyaiologiaeh annehmbaren Trftgar entbalten. Die Art der Matrix bzw. des Trfigers 
wird unter anderem von dem vorgesehenen Verabreicbungsweg abhangen. Geeignete 
Matnces bzw. Tiitgcr sind im Stand der Technik bekaimt. Femer kann die phartnazeutische 
Zusammenaetzung gegebenenfalls weitere geeignete HilfestofTe oder WirkstoKe enthalten 
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Erne weitere mogliche Anwendung ist die Verwendung der St««m^elle^ nach einem der 
Ansprtlche 1-9. Stmnmzellkulturen nach einem der Ansprfiche 10-13 Oder der organoiden 
Karper na^ einem der Ansprfiche 15-18 od^ der darau3 erhaltenen differenzierten Zellen 
zur Entwicklung gewebeahnlicher oder organShnlicher multizelluJarer Systeme In vitro. In 
einer bevorzugten Auafiihrungsfcm mnfessen dio muItizeUiU3i«D Systeme dabei 
verschiedene Zellarten. Diese muJtizellulSren Systeme kfinnen dann beispielsweise 
transplantiert werden oder extrakoiporal. z.B. zwr Blutwfische Oder zur Prodidction 
gewilufichter Substanzen, eiagesetzt werden. 

Eine noch weitere m5gliche Ai^wendung ist die Verweodung der Stammzellen nach eincm 
der Anspriiche 1-9. Stanm^elUculturen nach eioem der Anspriiche 10-13 oder der 
organoiden Koiper nach einera der Anspriiche 15-18 oder der daraus ^haltenen 
differenzierten Zellen oder multizeUuISren Systeme als in v/^ro-System zum Tester, von 
Chemikalien, insbesondere zum Screenen von Arzneiwirkstofren oder Kosmetika und/oder 
ziir Analyse der Wirkimg bekqnnter oder potenzieller Wirksto^e oder Gjftstoffe oder 
Mutagene auf die jeweiligen Zellen. Diese Wirkung kann beispielsweise eine Verandenmg 
des Proliferationavemiogens. DifferenziemngsvennSgens oder der Lebensfahigkeit der 
Zellen sein. 

Ebenfalls eine mogliche Anwendung ist die Bereitstellung komplexcr zellulfirer Systeme 
zw Analyse zellularer Interaklionen. 

Eine noch weitere Anwendung ist die Verwendung der aus den Stammzellen exhaltenen 
differenzierten Zellen zur Produktion gewunschter Substanzen in vitro. 

Eine spezielle Anwendung fiu- nicht-humane adultc StanuTizellen ist die Venvendung der 
adulten StammzeUen oder davon erhaltenen differenzierten Zellen fflr das therapeutische 
Oder reproAjktive Klonieren. Dabei werden beispielsweise die adiUten StanunzeUen oder 
davon abgeleiteten diffcnazierten Zellen oder daxaus isolierte ZellJcerne in entkemte nicht- 
humawe Oozyten eingebracht und die Oozyten unter Bedingungen kultiviert. welche zur 
Entwicklung von Blastozyten fiibren. Aus den Blastozyten kom:en dann entweder 
cmbryonale Staranrzellen gewonnen weiden, welche in bekannter Weise zur 
Dilferenziemng in einen gewtoschten Zelltyp veranlasst werden konnen (therapeutiscbes 



Klo^ieren). oder die Bla^ozyten k6nnen bis zur Entw^cklung eines Embryos gebracht 
werden. der einem weiblicben Tier implantiert .nd nach der entsprechenden Gestatiox^zeit 
natiirhch geboren werden kann (reproduktives Klonen). 

In einer Ausfiihnmgafo™ der Erfindung werden die Stammzellen oder davon abgeleiteten 
Organoid Bodies oder differeozierten Zellen in Fonn eines Kits bereitgestellt. Ein solcher 
Kxt kann d,e Zollen als .olche oder ala pharma^ex^tiscbe Zusammensetzung wie oben 
definiert umfeasen. Femer kann der Kit weitere Hilfsmittel. z.B. zur Verabreichung der 
Zellen. oda- Reagen^en. z.B. Reagenzien zur Kultivierung der ZelJen oder diagnostische 
ReagenssiBn, umfass^. 

FIGUREN BEsnHBPmi Tj^i^ 

Fig. 1 zeigt schematiscb die Kultivierung der Stammzellen in Ob^gcbenkultur und in 
hdngenden TVopfen sowie die BiJdung und weitere Kultivierung von organoiden 
Kfirpem. 

Fig. 2 zeigt den immunhistologischen Nacbweis von EpitheJ- und DruscnzcUen mit 
entodermalen Eigenschaften. die a«s den erfindungsgemSBen Stammzellen aus 
Ratten-Pankreas hergestellt wurden. Die Zellen wurden mit AntikStpem gegen 
Cytokeratin und Amylase angefarbt. ZusStzlich wurden die Zellkeme mit DAPI 
angefarbt. 

Fig. 3 zeigt den immunhistologischen Nochweis von differenzierten Muskelzellen mit 
mesodennalen und Nerven2:eUen mit ektodermalen Eigenschaften. die aus den 
erfindungsgemfiflen Stammzellen aus Rattcn-Pankr«as hetfiestellt wurden. Die 
Zellen wurden mit Antikoipem gegen c-smooth-muscle-actin (SMA) und 
Neurofilament (NF) angefSrbt ZusEtzlich wurden die Zellkeme mit DAPI 
angeiSrbt. 

Fig. 4 zeigt die Expression von Marken, neuronaler. glialer und glatter MuskelzeUen 
sowie von Amylase und Insulin. 

a.b: PGP P.S-markierte Nervenzellen zeigen multipolare Amlfiufer. welche 
zabJreiche Varikositaten zeigen. c.d: das Neuiofilament-Ssystem (helle Pfeile un 
Originalfoto griln maridert) reicbt durch da. Pericaryon in die cytople>^matischen 
AuflWufer. In enger Nacbbarschafl Hegen GFAP-immunreaktive Qliazellen (dunkle 
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Pfeile, im Originalfoto rot xharkiert). e,f: a-SMA-markiene Zellen (dunkle Pfeile 
m, Original rot) unci NF-markierte N«venzellen (belle Pfeile. im Original GrQn) 
bUden ein primitives neuro-niyskulfires Netzwerk (e). wobei Kontakte fiber 
betr^chUich lange Entferoxuigen etabliert werden (f). g: Immxmiarbung von GFAP 
5 (dunkle Pfeile. im Original rot) und NF (belle Pfeile. im Original grfin) in 3 Wochen 

alten OB mit Konzentrationen an Nerven- imd GUaaellen. h: Immunfarbxmg von a- 
SMA (dunkle Pfeile. im OriginaJ rot) imd NF (belle Pfeile. im Original griin) in 3 
Wochen alten OBs in einem fortgeschrittenen Stadium der BiJdung eines neuro- 
muskuiaren Net^werks. ij: in Querschnitten von 8 Wochen alten OBs wurden fiir 
10 NF immunreaktive Zellen in direkter Nachbarschaft von Zellen gefunden die 

immunreaktiv flir «-SMA waxen, ahnlich wie in nativen Geweben. k: eine 
Untergruppe von Zellen zeigt ein'e positive FSrbung fiir Amylase (belle Pfdle. i™ 
Original griSn). Die Amylase-enthaltenden Zellen sind kreisfdnnig gruppiert wie 
anhand der topographischen Anordnung ihrer Keme festgestellt. und speichem das 
exoknne Sekret innerhalb der apikolen Zellpole und zeigen damit moT,hologisehe 
Meikmale von exokrinen pankreatiscben Acini. 1: Eine weitere Zelluntergruppe 
ei^thnlt granuliire Veaikel mit Immunreaktivitiit fur Insulin. Das endokrine Produkt 
ist nicht homogen verteiJt. sonde,-n in einem polaren Muster gespeichert. Die Keme 
sind mit DAPI kontrastgefSrbt (im Original blau). 

0 Pig. 5 zeigt die Expression von extrazellulfiren Matrixkomponenten und Cytokeratinen 

a,b: Globulfixe (a) und fibrillare (b) Speicber von Ptoteoglycaneti ergaben eine 
Farbung mit Aloianblau. c-e: Die globularen (c) und fibrillfiren (d) Bereiche sind 
immunreaktiv fUr das Knorpelmatrixprotein KoUagen II. Dicht verteilte Zellen • 
werden neben der sich entwicOcelnden extrazelhtlfiren Matrix beobachtet. Zwei 

■' individuelle Zellen (e) zeigen eine cytoplasmatische Markierung von Kollagen II. f: 

Zellen, die fiir Cytokeratine immunreaktiv sind. sind in Clustem angeordnet. g: 
konfokale Laserscomiingmifcroskopie eines OB. Die Kollagen IWmmunreaktivitfit 
(dunkle Pfeile. im Original rot markiert) nimmt zur Mitte des OB bin za. Vigilin- 
immunreaktive Zellen (belle Pfeile. im Original griin markiert) sind bauptsachlich 
am aufleren Rand des OB lokalisiert. was deren bohe TranslationsaktivitSt anzeigt. 
Die Keme sind mit DAPI kontrastgeftirbt. 
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Fig. 6 zeigt die Transmissionselektronenmikroskopie differenzierter OB. 

a-c: glatte Mmkelzellen mit Myofilamenten. Das Myofiiamentsystem erstreckt sich 
tiber das Cytopksma in diesemimerterxBiindelp (a) md zeigt typische dichte Korper 
(Pfoile) (b). Die Myoblasten zeigen stemffinnige 2e]lausJaufer. die ein verbindendes 
Netzwerk Widen (c). d: ZellavsJfiufer mH einar Ansammhmg von zahlrdchen 
Veaikeln kJeiner Qrofle, die hochstwahrscheinlich Nen^enfaservarikositaten 
entsprechen. e: KoHagen- tmd Retikulumfa^em. Das typische gestreifte Muster 
(periodische Banden) von KolJagenfasem ist in IS^gsgaschnittenen Fibrillen 
wahmehxnbar. f-h: Sek^orische ZelJen zeigei, elektrodichte Vesikel. Die Vesikel 
nehmen nicbt das ganze CytopJasma ein. sondem si^d an einem Zellpo] gespeichert 
(t). HSiifig kontaktiem sekretorische Zellen einander. ^xm acinusartige Stn.,ktv7ren 
zu bilden (g)..Ein Untergruppe von sekrctorischen Zellen enlhalt Vesikel (Pfeil) die 
Ultrastruktur-MerkmaJen von endokrinen Granula entsprechen (h). zB Beta- 
CJronula von insulinproduzierenden Zellen. 1; Beginn der Ausbildung einer 
Epxtheloberflache (Pfeil) in acht Wocben alten OBs. j: typische Zellkontakte 
zwischen Keratinozyten und Desmoaomen (Pfeile) 

Fig. 7 zeigt schematisch die Hauptsttifen der erfindung.gemaflen Verfahren zu. Isolierune 

«nd Kultivienmg von adulten Stanm^eUen und z«r Gewinnung organoider Kon^er 

und ernes breiten Spekttums differenzierter Zellen daraus. 
Fig. 8 zeigt schematisch verschiedene Binzelschritte der erfindtrngsgemSflen Verfahren zur 

Isohemng und KuJtivienmg von adulten Stammzellen und zur Gewinnung 

orgaaoider Korper. 

Fig. 9 zeigt mikmskopische Au&ahmen der Stammzellen und organoiden Koiper nach 
verschiedenen Einzelachritten der erfindungsgemaUen Verfahmi zur Isolierung und 
Kumvienmg von adulten StammzeUen und mr Gewinnung organoider KStper. 

In dner besonders bevorzugten AusfiUmmgsfonn der vorliegenden Erfindung weiden die 
adulten Stammzellen aus acinSrem Gewebe erhalten. 

Entsprechend dem in Fig. 1 dargestellten Schema wird zur Gewimaung der Zellen acinltres 
Oewebe - bevorzugt der Ol^speicheldriise oder Bauchspeicheldrtlse (Pankreas) - 
mechamscb und enzymatisch zerUeioert in Kultur genommen fSchritt 10 i„ Pig i] 
Entgegen den Angaben von Bachem et al., Gastroenterol. 115:421-432 (1998) und 
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Qrosfils et al.. Res, Coram. Chem. Pathol. Pharmacol. 79:99-115 (1993), werden keine 
Gewebeblocke kultiviert, .us dcnen Zellen auswachsen sollen. sondem unter der 
Beding«ng. dass die Zcllverbgnde der Acini weitestgehend intakt bJeibeu. das Gcwebe 
atfirker zerkleinert. 

Ober mebrere Wochen werden diese Zellen und ZellverbSnde in Kulturgefafien kultiviert. 
AJle 2-3 Tage wird das Medium gewechselt, wobei alle differenzierten ZeUen enlfemt 
werden. Bei den in Kultur persistierenden Zellen handelt es sich mn undifferenzierte Zellen 
mit uneingeschrfinkter Teilnngsfahigkeit. 

Ahnliche Zellen sind unter gleichen Bedingimgen ms dem Pankreas isoliert und beschrie- 
ben und als eine Art Myofibroblasten bzw. panlaeatische Stemzellen bezeichnet worden 
(Bachem et al.. 1998). Im Gegen«al2 zu den ZeJlen dor vorliegenden Erfindung konnte eine 
uneingeschrtokte Ta-lungsfahigkeit jedoch nicht beobachtet werden. Weiterhin konnten 
diese ZelJen auoh nicht unbeg, eD2:t passagiert werden, ohne an Vitalitat zu verlieren. 

In einem zweiten Schritt f 12] werden ungefahr 400 bis 800 Zellen in je 20 ^tl Medium in 
hftngenden T^pfen kultiviert. Dazu werden die Tropfen auf Deckel von bakteriolcgischen 
Petnscbalen gcgeben, umgedreht und fiber die mit Medium gefUllte Petrischale gelegt. 
sodass die Tropfai nach unten hSngen. 

Durch diese Art der Kultivienuig Widen sich innerbalb von 48 h als "organoid bodies" 
bezeichnete Zellaggregate [14], die fBr ungefdhr 6 Tage in eine Suspensionskuitur 
umgesetzt werden [16]. Die Teilansicht [18] a«s Fig. 1 ^edgt eine mikroskopische 
Aufhahme eines solchen Organoid Body. 

Die in Suspensionskultor wachsenden Organoid Bodies bilden neue Organoid Bodies die 
auch bei Einzelzellen die Bildung von neuen Organoid Bodies induzieren. Die Zellen sind 
sowohl als Organoid Bodies als auch als Biu^^lzellen einftierbar und behalten dabei ihre 
Vitalitat und ihr E^ifTerenzienjngspotenzial. 

Die Figuren 2-6 zeigen mikroskopische und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
differenzierten Zellen, die aus solchen Organoid Bodies erhalten wurden. 
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Dabei kormte z.B. die Bildung aines neuro-muskulSren Netzwerks beobachtet wenien- 
Ams OBs erhaltene Zellen expriraierlen stark a-SMA C'smooth.n,uscIe-actin") (Fig 4e.O 
Die Anwesenheit verbreiteter Bundel von Myofil«menten. welche sich tiber das 
Cytoplasma erstrackten. wurde durch Elektroncmnikroskopie bestStigt (Fig. 6«-c) Femer 
wurden Zellen identifiziert. welcbe fUr den pan-Neuionenmarker POP 9.5 und fiir 
Neurof5lamente (NF) immunrea]c«v waren. Das Neurofll«nent.y8tem reichte vom 
Pencaryon in die radiaJen cytoplasmatischen Aualfiufer (Pig. 4c.d) PGP 9 5- 
ima^mreaktive Zellen zeigten zahlreiche Varikoaiiaten entJ«,g ihrer verzweigten AusJavfer 
(F,fi, 4a,b. 6d) und entspracben damit typischen moiphologischen Merkmalen autonomer 
Nervenfasem. Zellen. die mr GFAP ("glial fibriilaxy acidic protein") immunn^aJctiv waren 
befanden sich in enger Nachbmschaft zu Zellen. die neuronale Marker exprimierten (Fig' 
4c.d). HHufig erstreckten sich die filamentosen Proteine nicht durch das gesamte 
Cytoplasma, sondern waren auf Gebiete neben den Nervenzellen beschrSnkt. Ferner waren 
glatte Muakelzellen u«d Nervenzellen rucbt willktirlich verstreut. aonden bildefen 
srusammenhfingende Netzwerke mit unschwer unterscheidbaren Verbindungen (Fig 4e f) 
Nen^enfaserauslaufer erstreckten sich ttber betrfichtlich grofle Entfem^^ngen. urn benach- 
barte glatte Muskelzellen als ihre mutma/ilichen Ziele zu kontaktieren. Somit zeigten die 
beiden Zelltypen aufgrund ihrer topographischen Anordnung Merkmale eines primiliven 
aeuromuskulto Netzwerks. Bei 3 Wochen alten OBa wurde eine beginnende Bildung von 
gewebeShnlichen Strukturen festgestelJt (Fig. 4g-j). Hier wurde ein Cluster von 
faserfSrmigen Nervenzellen in Kontakt mit Gliazellen gefunden (Fig. 4fi) odcr weiter 
entwickelt zu einem dreidimensionalen neuro-muskiUaren Netzwerk (Fig. 4b). was in 
Querschiutten von 8 Wochen alten OBs bestStigt wurde (Fig. 4ij). 

Nachweis der Expression exotainer und endokriner pankreatischer Proteine: 
Immunhistochemische Anfarbmgen zeigten, dass zelJulfire Untergroppen positiv fur 
Amylase waren (Fig, 4k). Das ImmunreaktionssignaJ war auf klar unterscheidbarc Vesikel 
merhalb des apikalen Cytoplasmas beschrSnkt. Dartiber hinaus waren die meisten 
Zellcluster, die fUr Amylase immum-eaktiv waren. in Kreisen angeordnet, wobei die 
sekretcriscben Vesikel eine Position znr Mitte Wn aufwiesen, welches eine morphologische 
Anordnune fflmlich der von exokrin«, Pankreas-Acini ist. Andcre zellulare Untergruppen 
zeigten Immunreaktivitfit flir Insulin (Fig. 41). Abnlich wie bai den Amylase-positiven 
ZeUclustem. war das sekretorische Produkt in vesikularen Strukturen gespeichert, die an 
einem Zellpol kon^entrieit waren. Die Anwesedieit sekretorischer Zellen wurde durch 
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Elektronenmikroskopie bestStigt. welche dicht verteilte elektrodichte Partikel zeigte wie 
ac charakteristisch flir exkretorische oder inkretorische Funktionen sind (Fig. 6f-h). 

EbenfeJIs beobachtet wurde cine Differenzien^ng in chondrogene Zellen und Epithel.ellen- 
Nach einer Wachstumsperiode von zwei Momten zeigten OBs chondrogene Eigenschaften 
Einc AlcianblaufSibung offenbarte Bereiche mix hohen Konzentrationen an Proteoglycanen 
(Chondroitinsulfat). die entweder als globujflre (Fig. 5a) oder fibriimre (Fig 5b) 
Ablagerungen vorkamen. Imniunhistochemische AnfHrbungen mit Antik5xpem. die gegen 
das Knoipelmatrixprotein Kollagen H gerichtet waren. belegten zusgtzlich die chondrogene 
Aktivit^t innerhalb dieser globul^cn (Fig. 5c) und fibrillaren (Fig. 5d) Bereiche Die 
Immunrcaktivitat war axn hocbsten in der Mitte der zellulfiren Aggregate die am 
wahracheinlichaten Dcreichen von sich enhvickclnder extraaellularer Kno^elmatrix 
entsprach. Diese Beobachtung wurde d^irch konfokaJe Mikniskopie bestatigt (Fig 5g). 
wShrend die Meage der KoUageo-Speicber z«r Mitte der aelimsm. Agregate bin zunahm 
waren die Randbereiche durch aktiv translatierende ZeUen charakterisiert. wie durch deren 
hobe Vigilin-Exprewion demonstriert, die fiew6hnJich bet Zellen mit aktiver 
Translationsmaachinerie. z.B. KolJagcn-synthetisierenden Chondrozyten oder in 
Fibroblasten wlihxend der Cbondroindukfon. gefUnden wird. Tji^iache einzelne Kollagen 
Il-translatierende Chondrozyten warden auch in auswachsenden Zellen von OBs 
baobaobtet. die eine Kollagen H-haltige Matrix produzierten. welche die Ein;.e]2ellen 
umgab (Pig. 50). Eine Ultrastruktor^Untersuchung diesex Bereiche konnte klar ein 
Netzwerk von Retikulumfasem und Kollagenfaaem zeigen. wobei die letztcren durch ihre 
charakteristisches Bandemnuster identifiziert warden (Fig. 6e). Binige Zellen exprimierten 
neben mesenchyxnalen Markem aucb xnehrei^ Cytokeratine. wa^ deren Potenzial zur 
Differenzierung i„ Epithelzellen anzeigt. Jedoch worden ZeUen. die fUr Cytokeratine 
.mmunreaktiv waren, weniger hfiuflg gefunden als Zellen. die Marker von glatten 
Muskelzellen und Neuronen exprimierten. Typischerweise waren sie in Clustem 
angeordnet. die innerhalb der OBa disseminiert waren (Fig. 5f) Durch 
elektronenmikroskopische Untersuchungen w«rden typische Zellkomakte zwischen 
Keratmozyten gefitnden (Fig. 6j) und bai 8 Wochen, alten OBs wvuden Epithelzellen auf 
der Oberfliche gefunden, welche aus dem Zellkultunnedium in die Luft wuchs. 

In.ge„nntan bisher z.B. folgende Marker fiSr spezifi.cha Zellen poaitiv geteatet 
werden; PGP 9.5 und NF lur Nervenzellen, S 100 und GFAP fiir Gliazellen. SMA fur 
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Muskelzellen (bzw. Mycfibroblasten), Kollagen T>p II ftir Knotpelzellen. Amylase und 
Trypsm fux exokrine Drusenzellen. Insulin fiir endokrine Driisenzellen, Vigilin ffc stark 
translatierende Zellen und Cytokeratin fOr. epidermale Zellen. Neben den licht- 
mikroskopischen Untersuchungen koimten auch elektronenmjkroakopisch verschiedene 
5 Zelltypen morphologisch charakterisiert werden. sowie Zell-Zell-Kontokte els Zeichen fiJr 
zellulare Interaktlonen gefund^ werden. 

Ba wurden bisher u.a. glatte Muskelzellen. Nexxronen. Gliazellen. Epithelzellen. Fettzellen 
Herzzellen, Niereozellen. FibroWasten (z.B. Haut- und Sehnenfibroblasten). Chondrozyten' 
10 endokrine und exokrine Dniaenzellen und damit Zelllypen aller drei Keimblatte^ 

nachgewiesen. 

In den folgenden. nicht-begchrankenden Beispielcn soli die vorliegende Erfmdung naher 
erlSutert v/etd&a. 
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Die allgeraeinen Arbeitsanweisungen, wie sie fiir Verfahren zur Kultivierung von 
tierischen Zellen und insbesondere von SSugetierzellen gebrauchlich sind. sind zu 
beecbten. Bine steri)e Umgebung, in dev das Verfahren durchgefuhrt werden soil, ist - auch 
wenn hienm keine weitere Beschreibung erfolgt - in jedem Fall einzuhalten. Folgende 
Puffer und Medien wurden vwwendct: 



HEPES-Stammlos^ff^ fpH 7 , 6) 2.3 83 g HEPBS anf 1 nn ^l a f.^^..^ 

HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4) 90 ml Modified Eagle Medium (MEM) 
10 ml HEPKR- Stammloaunp 
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Isolationsnicdium (pH 7,4) 



Digestionsmedium (pH 7,4) 



Inkubationsmedinm 



32 ml HEPES-EagJe-Medium 
8 ml 5% BSA in A. bidest. 
300 Hi 0,1 MCaC12 
100 n] Trasylol (200.000 KIE) 
20 ml Isolationsmecliuni 

4 mi KoUflgenase (Knl Ugenaae MB 8 von Servfl) 



Dulbecco'a Modified Ro ele Medium rPMKM) 



Nahnnedium 



Differenzierungsmedium 
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Dulbecco'a Modified Eagle Medium (DMEM) 
DMEM + 4500 mg/l Glucose 
+ L-Olutamin 
- Pyrnvat 

+ 20 % FKS (inaktiviert) + 1 ml/lOO ml Pen/Strep 
(10000 E/1 0000 ng/ml) 
Oder 

DMEM + 10 % Bigenplasma + l ml/100 ml 
Pen/Stxep, 

vor Gebraii ch auf 37°f: erwam>ftn 

380 ml DMEM 
95 ml 30 min bei 54 ''C inaktiviertes FKS 
S ml Glutomin (GIBCO BRL) 
5 ml (3,5 tt] fl-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS) 
5 ml Non-essential amino acida (GIBCO BRL) 
5 mJ Penicillioi/Streptoraycin (GIBCO BRL) 
(10000 E/1 0000 iig/ml) 

Start fdtalem Kalbserum (FKS) im Nahrmedium und Differenzierungsmedixm. kaim 
gegebenenfalls ax,ch Bigenplasma oder, weniger bevorzugt. Eigensemm des Gewebedonors 
verwendet werden. Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn der Gewebedonor mit 
dem sp&teren Empfanger der Stammzellen oder davon abgeleiteten differenzierten Zellen 
identiach ist. Eiue solcbe autologe Behandlung ist zur Verhindemng einer eventuellen 
AbstoOiingsrealction bevorzugt. 

Daa NShimedium kam, als Basismedium statt des vemendeten DMEM-Mediums auch ein 
anderes fiSr die Kultivienmg von eukatyotiscben Zellen. insbesondere Saugerzellen 
bekamites. geeignetes Basismedium enthalten. in dem die differenzierten Zellen absterben 
und sicb die gewimschten Stammzellen venTiehren. Auch Isolationsmedium. Inkubations- 
medium und Differenzjerungsmedium konnen ein anderea abliches und geeignetes 
BasismediUTO entbalten. 



Die folgenden Beispiele 1 und 2 beschreiben detaiUiert zwei Arbeitsprotokolle zur 
Isolienrng und Kultivierung adulter pluripotenter Stammzellen aua acinilrem Gewebe des 
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Pankrea.. Beispiel 3 bcchrcib. eta e„«pre*e„a« Prou-koU «r di. .solicmng .„s 
acmwem und tubulfisero Oewebe der Spelcheldiase. 

BBISPIRI I 

I I. Prilp,r«tioii des GewtbM nnd IioUenrng der Zdlen 

to d«, D„c(u. paocn.a«c„. vo» 2-3 ,«te ^,e„ werden „^«.ls ei„, Spritze u„d 

e-ner stu„,pfe„ fc^ d.r lUtt. 10 „, Dis«So,«„edi«, ^d h,ftW«™«..i 

.nj.z,«, D« ,ufg*l«cr. u„d so b«scr 

hen.usp™p«riart w«d«,. Da. P.nla«, d«. to eta Be*«g,«a flb=rfflta,»d weiter. 

ItflTrTJ^T """"" ""^"^ l-^phkncn 

emfem. hat wd da. Cwebe ,„ Bech„gl., ei:^ scher. ,=hr fdn zerideinen 

obe„ ^hw,mn,e„d« Fe«g«,eb= abgcaug, ™d di= Suspension wM abad,.irt«d , n.^' 
m,. Oirbogen beg.., (wem, nadg wederholen) und «r 20 ™„ bei 37 -c nnt AJufblie 
bcdeckt m einem SohatUer bei 200 ZvklenAnin ,nV„hi_ 

ver.,eh.g ab. .„k.e„.e„ en,e« ™i, ein^ Sohe,e daa Gewebe »d wtoch. die 
Gewebeamcke z„e,™i je 10 ho,«io„™ed™ ™d gib. wieder 5 „,! 

UigesttonsmediuTO zum Gewebe hinzu. 

Naeh emeulem Begascn mi, Carbegen fBr etwa I n.ta ,md Intabatton flir 15 mln bel 37 -C 

irz """^ °-"-«'*- ™fc-»sives 

Auteehen m ,e»e.I, einer 10 „,1, 5n.,. 2 ,^ u™J 1 01a.pipe«, «rt=Iein.r, »„d du«*, 

r^r" T"''" ^° ^"'^ - «ta«na1 in 

Wcub«.o,^ed.«n, gewa^chen (37 «C). Carbogen begas, u«l jede. Ma, 5 n*. bei 90 g 
«nWfcg,e„. Das ^te, erhalieoe Pelle, vdri in Intab.«onam«Uun, resuspend.er, begas, 
undaufOewebekulmrschalenverteilt en. oegas, 

2. Knltivferung der Zellen 

Die Oewebeknlnnscbelen m,, den Isorierttn Zellen w«d« in. Bratsebrartc bei 37-C ™d 5 
^ CO. kulavier,. Alle 2-3 Tage wird das Medium gewechselt Dabei „erden alle 
differenzierten Zellen entfemt. 

An, slebenten Tag in Kultur werden die Zellen mi. einer Usung bea-ebend ana 2 PBS 
1 ml T,yp«n und 2 n,, Ink„battonan,ediun, paasagier,. Dabei .»se„ sicb die Zellen vo,n 
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^ttTI'^ Z=>l« ta 2 ^ IWcub^o.™«„u„ ..„sp«,,ier, .of el„e ™«„e 
ZCIkul^^che ^ertata, u„d ,0 lokuWo^^^uun. d^gegCe. Dcr Median- 
wechsel erfolgt alle drei Tage. v*«=ui«5n 

Am vie^Kntcn Tag in K;,l«r w«dm die Zdlcn emeu, «ber diesmal mi, 6 ml PBS 3 m, 
Twsin md 6 ml W™b.tio«n,edium. p«„»giert. Die ZelUuspemion wird 5 Mi™,e„ 
«ntrifcgiert. der tn«««Kf d,gesaag. ««, die Zdleo ia 6 In)cuba«„„™edi™ 
|«usp«,dien. auf 3 miWere ZeMtaUtortasehen aberfBtat uad jeweils ,0 ml 
mkubfttionsineditijn dazugegcben. 

we ZeB«, „erd«, „ei,« M W« »„d so oft passagier, u™. auagesS, bis die Zellcn einen 
seimkoiifluenten bis konfluenten Zmtaod eiTeiohen. 

BEtSPIRl? 

Pankreas-Ad^i wurten von minnlichen Spn«u^D.»,ley.R.««, (20.300 g) erballen aic 
narkotisien (CO,) and Ober die dorsale Aoru. a«sgeblu« wo«ta. w.,a„. Eine K»,0,e 
wurde trasduodenai i„ jea P«*rcasga„g edngefotet »d dem Pankreaa wurde von Unto 
.0 ™l DigesHon^edimn, e„U„,«nd HEPBS-Eagle-Medi™, (pH 7.4). 0.1 mM HEPES- 
Puffer (pH. 7.6). 70% (VoiyVol.) moditteiertes Eagle.M«HTO. 0.5 % (Vol,/Vol ) IWlel 
(Bayer AG, Leverk«aen. De»»*iand), 1 % (Obw./VoI.) Rinde^ennnalbmnin). 2,4 mM 
CaCl, n^i Koltagenase (0.63 P/mg. Serva. Heidelberg. DeuBcbtand) injiaert. 

irir?"^"^ ™'' I-y"PW"0.«n »nd 

Blutgeftflen te-lweise befre... Da™, ^ ge«„„de. Pantoeaagewebe in Dige^ion^nedlun, 
abgebol, (bei 20 =c. geringerer S«.»,.chael). das P«lcreaage„cbe mi, einer Sohere aehr 
fe.n ze,tlei„«,, oben schwimmend^, F«,ge«,d,e rt.geaaugt »nd die Oeweb«„,ap.„aio„ 
m,, Carbogen (Measer. Krefeld, Deutaebland) bega... ohne daaa die D«s. in das Medium 
m„ den Zellen getag, (Vemng«ung von m«=ha««*«n S,.e«) und dami. auf pH 7 4 
emgesunt Dm,acb wurde die Su.pe™,o, in einen, 25-ml.Erie™n.yerkolben (mi. Aluft.ie 
bedcckt) untcr kon.,antem Sohfitteln (150-200 ZyUen pm Mimate) bei 37 "C in ,0 ml 
Diges«o„smedium inkubiert. Naoh 1 5-20 M.„u«>n wurde das oben sehwin»n««ie Fett und 
das Medium abgesaug, ^ da= Oewcbe wurde emeu. zerkl«n«, und mi, Medium ohne 
Kollagenase g«pm, (Vorgang mindestens ^^m., wiederholen. ™,zugsweise solange bis 
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Nyons.* ffo,^ PBS-20C.45. Ang„ ^ p,„„ aO, Z«ch, Sc.™.) L 

600-800 UpM ,„ B.<to«>-OPR.2e„ttfi,g». e„,^rtch, «w. 50-100 g) „„„ „ei,e, 
6^e,n,g, durch W^chan ,„ IrtcuI««o„™«B»„,, enM«„d 24,5 mM HEPES <pH 7 5) 96 

5 mM N.tampymv«. 5 mM N«riumgh«.m., 5 mM N.«„,„ft„.^,, , (vol /Vo, ) 
*n»..b„»t ^ auf p„ ,.4 ei„,e«eut Die W,schp™z«hr (Z=„««.,a«o„. Ab.JeT 
obigen Isolierung bei etwa 20 "C geftrbeitet. 

Me Acini wm*,, to W™b«,<„™ediun, «««pe:^« »d bd 37«C to ctoer angcfeuoh.en 
Ato,o.ph«e 5 % C<^ wavier.. D« .cinb. Oe«*. d*e, «,^„ fl^„ha,b von 
zwe, T.ge„) >^ die ^eud«. mm^^ ^ 
bem.d,ba«e„ zcnen, oI»e die,e .chidig«, (,chon™de l^li^n^. di. \,oh. 
.bsi^e^den S,an»«elle„ ^ Boden »d l,e««e„ ^ch «. Die differe„zi».c„ 

Ao,„,.e.>e„ s,^ dazu nioh, to der Lage, d« Wcuba«„„«„^>„ ^ 

T.g „.ch dcm Au«to, ««„,^, ge».«Asel,, wobei ein QroBuB der (Vci 
a*w,nm,..de„ Actoi und acin^ren Zelte. entfem, w™,.. 2u dieaem Zei*^ hatten .ich 
d,c Sta™,.ene„ bzw. derc» Vo^Wufer ^ B<,d«, fe«g«e« beg»„e„ sich » 

D« Mediumw«,hsel wurdc d^ch ^ jcdem dritteo Teg wi«,erhoIt u„d 
d.«ere„z.er.e acintoe P«toa«ellcn wurdeabei jedem Medi™wecl„d entfemt 

Am »icben,en Tag in Krttar ^„en die Zdlen n,l, eto«- La,uag be>.el,end au. 2 ,nl PBS 
ITzT ^"^^^ ' '»^'»«~>" P-«i«.. Dabei sic.; 

00 ! °" 5 Mto.«„ bei cwa 

zlen T2 ,Tr: °'"'-'^««'«°> abgeaeug. u«i die 

k!^. Wcubatiommedium res^spendiert. mt eine ™we« ZellkulMasche 

ubertbhrt ond 10 ml Inkubuioramediom daa.gegebe„. 
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a™ viem*„,«, Tag to Kultu, warden die Zdla, emeut .ber dismal mi, 6 ml PBS 3 „,! 
ToT«i./EDTA uod 6 ml WcbaKon^edium. p«.^ert. Die Zell^spenlon wird 5 
M,„«en bei 1000 UpM ^«,«fi.^«, a„ Ob««a„d *ge,.u» u„d die Z.«« i, s 
Inlcubanonsmedium rcuspendicrt. auf 3 mim«^ ZelltoItefl«,oh«, SbertBtat u«l jeweils 

10 ml Inkubationsrnedixim dazugegeben. 

A»> Tag n erfotoe .i„ dri..« Paa„gi«™ auf i„,g«.m, 6 ZelUoUBrtla^cn u„d 

am T.g 24 vienes Pa^sagican «uf insgesamt ,2 mi««, 2ellk«ln>rila«*e„. SpS,e«a„s 
J«^. waran alia primton Zallan Ws auf die Stemm^Ito .»s der ZelUculTO entfemt. 

gaw-nsch . Da, Au.s5e„ crfolg. vc„zug,„eia. jeweOs i. einer Dicht. von 2-. x lO' 
zellen/can in Inkubationsmedium. 



BEISPIEL 1 

Die Isolierung und Kultivierung a.s exokrinem Gewebe der Ohrspeicheldrlise erfolgte 
aDEdog dem Pankreas-Protokoll mit den folgenden Abweichungen- 

1. Das exokrine Gewebe der OhrspeioheldrOse w«r cine Miscb^g von acina^m Gewebe 
unq tubulosem Gewebe. 

Z^^y SpeicheldriUen weniger P^teoaen u„d Amyiaaen ala PanJcroaa an«,al«„. i„ ^ 

Ba.^e,sftl, betrug d,. A»ft«„*n„g3.e„ ,5 „„a br.cb,a kdna nachWUge. Folgan ffl, 
di. hoberung do- gawSaschteo Stammzellan mit ,lch. 

Die <b.s«d=„ Beiapida 4 «„d 5 bcachraiban detaillier. wci Arbei«p„,u>koU. zw Her- 
a,ell»g von o,ga.oid«, K5,p«, (Organoid Bodiaa) und differenztoen Zell«,, 

BP.lspr pLf , ^ 

Die undifrer«^er«„ ZeUan w«da„ mi, ainer Wa»,g ana 10 ml PBS. 4 m, Trypsin, g „, 
ftfl^enrngsmedinm ab^ypsinier. und 5 Mim„«, ,b«n«ft,^a„. Da. re™,«arenda 
Pella, ac „ D-ffbranzierungamedium reaaapendiart. dasa aich eine VardOnnung von 
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3000 Zellen je 100 ^ Medium ein^m. AnschlleiSend werden die Zellea nochmals gut mit 
emer 3 ml Pipette sruspendiert. 

Von bakteriologischen Petrischalen. die vorher mitjeweils IS ml PBS (37 -C) pro Platte 
be«ch,chtat warden sind. wird der Deckel abgenommen «nd mngedreht. Mit Hilfe einer 
automati.chen Pipette werden auf einen Deckel ca. fOnfeig 20 m T^pfen gegeben. Der 
Deckel wird dam. schneK umgedreht .md auf die mit Diffei^nzierungsmcdium gefUIlte 
Petnschale gegeben. sodass die Tropfen nach unten hangen. Die Petrischalen werden 
anschUeBend voraichtig in den Brutschrank gestellt und fllr 48 h inkubiert. 

Darauain werden die in den Mngenden Tropfen aggregierten ZeUen. die hier Organoid 
Bod.e. (OB) genannt werden sollen. au. jeweil. vier Deckelu in je eine bakteriologische 
Petnscbale mit 5 ml Inkubationsmedi^m mit 20 % FKS iiberfuhrt xmd fiir weitere 96 h 
kultiviert. 



Dxe C^ganoid Bodies werden nvuv voraichtig mit einer Pipette aufgeaammelt. und in mit 0 , 
/o Gelatme beschichtete ZellkulturgafSfie mit Differenzierungsmedium tiberfiihn. In einlr 
besonders bevorzugten Ausgestalttmg des Verfahrens verwendet man als KulturgefaB mit 
0.1 % Gelatine beschichtete 6 cm Petrischalen. in die 4 ml Differemnerungsmedivnn 
vorgelegt wurde xmd die anschliefiend mit je 6 Organoid Bodies beschickt werden. Ein 
weitere. bevorzugtea KulturgefHiJ sind mit O.l % Gelatine beschichtete Chamber Shdea in 
die 3 ml Differenzienmgsmedium vorgelegt wurdc und die anschJiefiend mit je 3-8 
Organoid Bodies beschickt werden. Daneben k6nnen aucb 24.Mulden-Mikrotiterplatten 
verwendet werden. die mit 0.1 % Gelatine beschichtet wurden und in die je 1.5 ml pro 
M^de Differen^erongsmedium vorgelegt wurde und anschlieiJend mit je 4 Organoid 
Bodies beschiokt werden. 

D«.r, wavier., is, di. Diift«„^em„g,fla„g,ei, der Zellen in den Organoid Bcdie, 
dctev,« ™d die Zd,en differenzie^n rich in Zel.en der drei Kein,blmer M=,cder™ 
En«.den,n »d EWtodenn. Die Zdlen k6nn«, sowohi Orgenoid Bodies ^ .uch ^Js" 
einzelne Zellen gelsgert wi kultiviert werden und behelten ihre Pluripoteaz 
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BEispmr s 

FOr die Indian a« I»fr=ra„z,e™g ,„^g,„,i,, SU^,,^ „,eh 42. 

T.S icr KuISvierung v«w«de,. Die Vcrwendung von S«n™.e...„ „ach der 3. od^ 4 
P«»ag. od« von zellcn. die bei der Temperahu v„„ m,si^^ stietooff ,2-18 Monate 
lajig gelageit worden waren, war ebenfalJs problemJos radglich. 

Zanscba. wnrten die Zellen i„ Differe„zie,™>g™edium mi. der oben angegebe„«, 
2»»rm„a.««™g tiberfflhr. und a„f ei„e Dichlo von ahva 3 x I0< Zellen/ml eingeateHf 
^.B dureh Trypainbebandl^g einer S.ammze>Ilcul»r in Nahm,edi„™. s-^n,^^ 
2«^fi|gatton bei 1000 UpM »d Rea«^endien«g de., Mlera in Djflerenaien^ed 
wjd Verdimnung soweit erforderlich. 



Hum 



An«hl,eae„d ^ ™i. einer 20.,1-Pipe„e ca. 50 20.m-T„>pfen (600 2el,en/20 a„f 
*. Innenaei^ dea Deckels etaer balc,«iologiaohe„ Pebisch^e gageben (gestopfte Spitzen) 
W.d d.e Dedrel vorsiehdg auf die mi, PBS geflU„e„ Peiriaohalen geaffllp,. aoda. die 
Trop.« naoh unren btog«,. Fii, Jed«. Deoke, wu,^e eine ne.e Spi,» verwendet Die 
Pe^seh.l« wurd«. anaehMeSend vorsichtig i„ den Bn«.ehr»J= geaiell, und 48 b lang bei 

Danach wurden die in den hilngenden IVopien aggregierten Zellen, di. Organoid Bodiea 
OB) ana jew.il, vier Deekeln in j. .in. baktrtologiache PeWaohale mi. 5 ml 
Wcubabonam^Jimn nrft 20 % FKS tib^fiUm (D«*d aohrSg hal.«, nnd die OBs mil ebva 
2.5 ml NShrmedinm .b,pm«,) ™d «r writer. 5-9 Tage. vorzugswelae 96 h, Itnldviert 

Die Org«,oid Bodies wurd«, nnn voralchttg mi, einer Pipette .u%«ammel. und in mi, 0 1 
/. Odrtine beaoWcWcte ZellMtogefafl. mi, Difftro,=i«nngamedinm aberiOhr.. Die OB 
ve,m.h«en sioh mm und wuebsen in z«n Tea einzrtnen Zelkolonien, di. wiede, vermehr. 
ver^nzd. und ve^eta, werden Wlen. m eto« b«o,d™ beva,^g.e„ Ausges,alm„g 
dea Vertahrcn, werden ala Kutogefia mi. 0.1 % Qela,i,« be.cMeh««» 6 em PeH,ch.len 
verwende,, m di. 4 ml Differ»,.ier»gamedium vorgeleg, worden w„. und dieae mi, je 6 
O,g„o,d Bodies besebiekt Ein weiterea bevo^gtts KultegefflU waren mi. 0,1 V. 
Oelaun. b«ehich,e.. Chamber Slides, in die 3 ml Difreren:=i«rungsmedium vorgeleg. 
wurde und die anaoblicBend mi. Je 3-8 Organoid Bodi« beaehick. wurden. n„d 
TT.am,a.o,-P,«,e„ ^alg. None i,.en..ti„na,. USA) fflr .lek..o„enmikmakopiaohe 
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OCnne b..chioh.« warden u„d i„ aic Je W „u pro IHfl-«™zi.„.„^e<.iu=, 
vorseleg, wurde uod die anachliaBend mi, je 4 OrgmM Bodi« beschldc, wurton. 

6. Wr«,g,» Ausgestlnm. de» Verf^ran. wurd«, OB, «w. 7 Woch«. lang j„ 
^ ge,a«„e-be,chich.cten 6-cm-Pe«scha,e„ huaviert u„d wurd™ oBs 

»u. dm, Miorodi^acor (Eppendorf. Ha„,burg. D=„»cb)«,d) mch d« A«welsu„ge„ des 
H«,«lte, .„sgasol™i.te„ ™d da™ z.B. a„f m^Hc 6-cn,-P«rischal„, Ch^nbcr SHdes 
odw Thennanox-Platten uberfiihrt. 

BRTSPIRT. fi 

Zur Isolierung und Kultiyierung von huma.e„ adulten Stan^xnzeUen wurde huma.es 
Gewebe von envachseae. Patienten «„.i„elbar nach einem chimrgischen Eingriff erhalten 
und sofort aufgearbeitat. Aus dem chirurgisch entfemten Gewebe, z3. Pankreas- oder 
Spe,cheldr«senge>vebe, wurde gesundes Gewebe abgetrennt und in Digestlonsmedium 
aufgen_ Dieses Gewebe wurde dan. analog dem fur die Ratte beschricbenen 
Protokoll aufgearbeitet un4 die Sta^^ellen in analoger We,«e isoliert und kultiviert. 

Falls die Stamn^ellen spater fur the^peutisohe 2wecke genutzt werfen aoUen. sind aus 
Sicherheitsgriinden noch verschiedene Bedingungen zu ermilen. um eine Gefihrdung des 
zu behandehiden Paticnten auszuschlieBen, insbesondere: 

- V«wendung von humanem Serum, vc^gsweise Eigenplasxna des Patienten. an Stelle 
von PKS. erforderlicheufeUs Aufreinigung des Serums bzw. Plasmas 

- AusschhKS jeder tierischen Quelle von weJteren Medien^usatzen 

- hechste Reinheit aUer Substanzen, Sterilitat von Geraten und Umgebung 

- SterilitSt und Reinhdt der Stammzellkulmr dx^ch mehrmaJiges Passagieren der 
StammzeUen und Kontrolle auf Kontmnination durch Mycoplasmen oder andere 
Mikrorganismen 

- sorgfSltige ttberpriifung des Ausgangsgewebes und der Stamm^ellen auf Tumorgenizitat. 
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BBISPIET . 7 

1. Imrniinohlstochemie 

Organoid Bodies, die mi^destens 3 Wochen Jang a«f Chamb« Slides kultiviert worden 
> waren. sowie Querschxutte von 'Xangzeif-OBs warden ^^dmed in PBS gesp«It fimf 
Mmuten lang mit MethanoJrAceton (7:3). enthaltend 1 gAnI DAPI (Roche. SchweiL) be: 
-20OC fix,ert und dreima] in PBS gewaschen. Nach Inkubation in 10%igem nor^alem 

2. egen.eru.^ bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten wurden die Proben iiber Nacht mft 
Pnrn^en A.tik6xpem , bei 4^C in einer Befe.cht«ng.kanuner inkubiert. Die prixniiren 
Anhkoxper waren gegen da. Proteingenprodnkt 9.5 (PGP 9.5. polyklonalcr 
Kamnchenantikarper. 1:400. Ultraclone. Insel Wight). Neorofilamente (NF-Pan-Cocktail 
polyklon«,er Kaninchenantik6rper. 1:200. Biotrend. DeutscW^d). a^Sn^ooth-mnscIe-actm 
(a-SMA, monokJonaler Mau.antikcSn^ar. 1:100. DAKO. D§nemark). glialos fibrillares 
saures Protein (GFAP. xnonoklonaler Mausantikfirper, 1:100. DAKO. DSnemark) 
Kollagen II (n^onoklonaler Mausantikfirper IMI.6B3. 1:20. Developniental Studies' 
Hybndoma Bank. University of Iowa. USA). Vigilin FP3 (1:200. Kiigler et al 1996) 
Cytokeratine (Pan Cyickeratin, monoklonaler Ma«.antik6,per. 1:100. Sigma,' USA)' 
Alpha-Axnylase (polyklonaler KaninchenantUcorper. 1:100. Calbiochem. Deutschland) und 
InsuJm (monoklonaler Mausantik^xper. 0,5 g/xni. Dianova. Deutschland) gorichtet. Nach 
dre,maligem Spfilen mit PBS wurden Objekttrager 45 Minuten lang bei 37-C mit entweder 
Cya-markiertem Antimaus-lgG oder FlTC-markierten. Antikaninchen-IgG (Dianova) 
be,de 1:200 verdiinnt. inkubiert. Die Objekttrager wurden dmmal in PBS gewaschen mii 
Vectashield Mounting Mediun, (Vector. USA) beschichtet und mit emem 
Fluoreszenzmikroskop (Axiosop Zeiss. Deutschland) oder mit einem konfokalen 
L^erscanningmikroskop (LSM 510 Zeiss. Deutschland) analysiert. Eine Alcianblau- 
fdri>ung wwde mittels Standardverfahreu durchgefubrt. 

2. Transralsslonselektronenmlkroskopie 

OBs wurd«, .uf Tl,.m,.nox-m,c„ (Halge None b,en,a«on.I. USA) ^indea™. 3 
wo*™ ,„g wavier,. An <Je„ Ther„„,„,.p,»^ ^ 
Bmteuchen ■„ 0,1 M CcodyW-Puffer. enftatend 2,5 % Gte«raladohyd und 2 % P„a. 
^My. bei pH 7.4 24 h lang inkubi^,. Nach einer Nachfai™,g i„ OsO., "on 
bloc -AnSAung ,^.2% Uranylaco.a. und D*ydnen3ng in reinc A*ohoIc wurden die 
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Proben in AraJdite eingebettee. N«cb Entfem.ng der Tharmanox-PIatte wurfer, S«mtl.in- 
Schmtte e^tweder tangential oder senlcecht zur eingabettetan ZeUJcultur vorgencnunen und 
n»t Methyle^blau «nd Azur n geschnittcn. UlfradUnne Schnifta warden aus den Regionen 
von interease au^geschnitten. nut Bleicitrat angef^rbt und unter eincm Transmissions- 
elektroneramkroakop (Phillips. EM 1 09) untersucbt. 



16337/US Hz/Km 
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1. 



5. 



8. 



IsoUerte pluripotente adulte Stammzellen. weJche aus exokrinem Drfisenge«.ebe 
erhalten wurden. 

Pluripotente adulte Stanunzcllen nach Aa^prucb U dadurch gekennzeichnei. dass 
das exoknne Driisengewebe von einem Wirbeltier. vomigsweise einem Sauficr 
stsmmt* 

Phmpotente adulte Stammzellen nach Anspruch 2, dadurch gel«:nnzeichnet. dass 
das exokrine Driisengawebe von einem Primaten, insbesondere emem Menschen 
stammt. ' 

Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspruche 1-3. dadurcb gekenn- 
zeichnet. dass das exokrine Drusengewebe aus ejner Speicheldrase, Tranendrtse 
Schweifldruse, Talgdriise Oder aus gasiro-intcstinalem Gewebe. einschlieBlich 
Pankreas. stammt 

Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspruche 1-4. dadurch gekemi- 
zochnet. dass das exokrine Oriisengewebe acinSres Gewebe ist. 

Pluripotente adulte Stammzellen nach Anspruch 5, dadurch gekenn^dchnet. dass 
das acmare Gewebe aus dem Pankreas, der Ohrspeicheldrase oder Unterkiefer- 
speicheldrUse stammt. 

Pluripotente adulte Stamm^llen nach einem der Anspruche 1-6, dadurch gekem,- 
zetcbnet. dass sie das Veimogen zur Bildung von organoiden Korpem aufweisen. 

Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspruche 1-7. dadurch gekenn- 
«ichnet. dass sie in der Lage sind. nach Kultivierung unter raumhchen 
Bedmgungen, welche fiir einen dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgcn in 
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cinem Kimivierungsn^edium. das kdne zusfitzlichen Wachstums- oder 
Differenzienxngsfaktoren enthal, in Zelltypen aller drei Keimblatter 
differenzieren. 



Plunpotente adulte Stanunzellen nach einem der Ansprilche 1-8, dadurcb gekerm 
^cchnet. dass die Zellen auch nach dcm Einfirieren/K^okonaerviereo ihre 
Fahigkext zur Selb.temeuenmg md tmeingeschriinkten Teilung behalten und nicht 
difFerenaderen. 

Stammeellkultur, tm^fas«e^d die Stanunzcllen nach einem der Anspriiche 1-9 in 
einem Kulturmedfum. welches die stabile AufrechterhaJtung und Vermehrung der 
Zellen im weseotlichen ohne DifTerenzierung erlanbt. 

St^nmzellkultur nach Anspruch 10. dadurch gekennzeicbnet. dass das 
Kultuimedium keine Feederzellschicht umfasst. 

Stammzellkultur nach Anspmch 10 oder U, dadurch gekexmzeichnet. dass die 
Zellen fQr mehr als 25 Passagen ihre Fahigkeit zur Selbstemeuenmg und 
uneingesohriinkten Teilung behalten. 

Stammzellkultur nach Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen fur 
mehr aJs 50. von^gsweise mehr als 100. Passagen ihre Fahigkeit zur 
Selbsteroeuerung und uneingeschrankten Teilung behalten. 

Aus exokrinem DrOsengewebe erhaltene primfire Stammzellkultur, dadurch 
gek^ichne, dass die Mebrzahl der in der KtUtur vorliegenden lebenden Zellen 
wndifferenzierte pluripotente adulte Stammzellen sind. 

Organoide Kfirper. gebildet von den Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-9 
und erhaltlich durch Kultivierung dieaer Stammzellen unter .^umlichen 
Bedmgungen. welche Kr einen dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen 
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J 8. 



19." 



20. 



21. 



. Orear^oide Korper nach Anspmcb 15, eihSItlich durch Kultivienmg der 
Stamm^ellen in hangenderi TVopfen, bewegter SuspeiMionskuItur odcr 
OberflachenlaUtur a^f Oberflacheu, an denen. die Zellen nicht oder schlecbt haften. 

Organoide K6xper nach A^spnich 15 oder 16. dfldurch gekennzeichnct, dass die 
Zellen dieser organoiden K6rper nach dem Einfiieren/Kryokonservieren ihre 
Lebensfahigkeit und ihr Differenzierongsverm6gen im wesentlichen behalten. 

SekundSre organoide Korper, erbaitlich aus den organoiden K5ipem nach einem 
der Ansprvtche 15-17 durch spontanea Wachstum in Oberflachenkultur auf 
Oberflfichen ohne eingeschriinkte Oberflachenadhaaion. 

Verfahren zur Herstellung adulter plur.potenter Stanunzellen nach einem der 
Ansprtlche -1-9, dadurch gekennzeichnet. dass exokrines Driisengewebe 
entnommen, 

das entnommene Gewebe zerkJeinert, 
das zerkJeinerte Gewebe kultiviert wnd 
die in Kultur persistierenden Zellen kultiviert werden. 

Verfehren nach Anspruch 19. dadurch gekenn^eichnet. dasa 

daa Gewebe so schonend zerkleinert wird, dass die Zellverbande in den 

resulticrenden Qewebestiickcben weitgebend erhaJten bleiben, und 

das zerkleinerte Gewebe zunachst unt«' geeigneten Bedingungen in Gewebe- 

kulturgefiflen kultiviert wird. wobei der Oroflteil der differenzierten Zellen schnell 

im Verlauf weniger Tage abstirbt und sich von den Stammzellen lost, wonach die 

Stammzellen sich am Boden der Gewebekultwrgefafies festaetzen. 

und das reatlicihe Gewebe und nicbt-adharente differenzierte Zellen durch einen 

ersten Mediumwechsel weitgehend abgetrennt werden, und 

durch weitere Mediumwechsel in Abstandon von wenigen Tagen, vorzugsweise 
etwa 2-3 Tagen, restUche nicht-adharente Zellen abgetrennt werden. 

Verfahren zar Herstellung differenzierter Zellen aus den Stammzellen nach einem 
der Anapruche 1-9. dadurch gekem^eichnet, dal3 die undifferenzierten Stammzellen 
unter riiumlichen Bedingungen, welche far einen dreidlmensionalen Kontakt der 
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4. 



ZClen screen, welter ln««vt« werden, bis .ioh org„„,a= ai. i„ 

SuspenaonsloUtur Obenrago, und dort weite tultf vien weKl™. 

Z17 V T "-"^ sorgen, water taWvier, 

werd«, b„ org^oid. Karper bUden. welch, u, Obcrf,Sche„Mh,r aberfflhr. 

won«h «ch in der Ob.rfH*«h.„„ .us ai.™-ach™d«, ei„«,„an Z.1I.„ 
*»er organoid™ K6q»r ^nun a*u„dto organoid. K5n«r, »»,cl,e dieseiben 
B,80„ad>aiten wje di. pri„,ton organoids Korpa aufweiaon. 
wenerkulttvieitwonJeakSnnn.. 

na* Anapmch 2, Oder 22. daduroh g*™zdota,a, da.s die 
Kul..«.r»ng nnter «mnlich«. Bodi„g„ge„. w,,^, ^ d,eidi„,.„«i„n.ien 
Konu*. d„ ZoUa. aorgan, dl. KulBvi™,g i„ hfcgenden Tropfen. bcwegrer 
S^pen««^,„, od«. dia Obarfltohcnkul,,^ aufOborflW.cn. «, danen di. 2al.cn 
mcht Oder schiecfat haftesn, ist. 

Di«^«,a Zauan. arMtHch aua dan Staunzaiten naoh ainan. der Anspraoha 
1-9 gam!>0 dan VerBihran nach einom dor Anaprlleha 21-23. 

Diffaranziarte ZaUan naoh Anaprnch 24. dad»=h gdcannzaictaat. daaa as aich 

^blT »^ O"'*'^-. Adipo^an, 

P-b^blaaten, ..B, Hau,- nnd Sahnanfibroblaaten. M«kaIzaBan, Endo*ekc„en 
Ep^e,:. an. b«na»p„a«acbe 2a>,an. ,an,ariacha Zaflan. endoWna ™d exolcri„: 
D--*^ O..^Uen. zaHan. Oligodendroz^, B,«.a„en, 

D«nuallan. H«^, Lnngan-. Leber-. Niarao- Oder Panlc«aazell«, handelt. 

Difi-eranziamngatalmr. n^feaaand a. di«ranzlar.a„ Zellen „,eb ai„«n dc, 
Ansp.«,e 24-25 >„d.odar d.a organoidan K^rparnaeb ainen. dar A^prflcha is-ig 
m &inem Diffbrenzi erungsmedium . 
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27. 



29. 



30. 



DifferenzieruBgskmtur nach Anspruch 26, dadurcb gekenn^eichnct. dass das 
Drfferenziemngsmedium kerne zusfitzlichen Wachstums^ oder Differeneierungs- 



falctoren xwnfasst. 

Verfthren zux Behandlung einer VerJet^upg oder eine. Krankheltszustards 
umfassend die Verab.eichung einer tberapeutisch wirkaamon Menge de^ 
Stammzellen nach einem der Anspriiche I-C) oder der differoBzierten Zellcm nach 
emem der Anspriiche 24-25 ^ eia Individuum oder das extrakorporale 
Kontaktieren der Stammzellen oder davon abgeleiteten differen:.ierten Zellen mit 
emer K5iperfliissigkeit des Individuums «nd die anschlieBende Ruckfahmng der 
Kotperfliissigkeit in das Individuum. 

Verfahren nach Anspruch 28, dadurcb gekennzeichnet. daa« die Stan^mzellen von 
antologem Ocwebc des Individuuros stammen. 

Verfahren nach Anspr^icb 28 oder 29. dadi^rch gekenn^eichnet. dass die 
StammzeUen in den Koxper des IndividumT^s eingebracht werdcn and dort in vivo 
differenzleren, urn die Funktion eines febienden oder geschadigten Organs. 
Gewebetyps oder Zelltyps zn iibemehmen. 

31. V«^ahren nach einem der Anspriiche 28-30, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Behandlung das IraTOunaystem des Individmmis wiederhersteUt oder starkt. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-31, dadurch gekennzeichnet. dass die 
Stanunzellen als Vehikel fOr ein therapeurtsches Agens dienen. 

33. Verfthmi nach Anspruch 32. dadurch gekennzeichi^et, dass das tberapeutische 
Agens DNA. RNA. ein lutein. Peptid oder e,n niedennolekularer Arzneiwkstoff 



34. 



Verfahren nacb einen. der Anspriiche 28-33. dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
em genthcrapeutisches Verfahren bandelt. 
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35. 



yerfohren nach emen, der Anspriiche 28-34. dadurch gelcennzelchnet, dass die 
St^^a^en gentechnisch manipuliart wurden, urn bestimn^ta Eigenschaften 



yerfah,^ nach ei„em der A^spriiche 28-35. dadurch gekennzeichnet. dass die 
Stammzellen zu8an)n,en mit ainer phy^iolog^scb annehmbaren Matrix Oder einem 
physiologiscb annehrobami Trfiger verabrejcht warden. 

Verfahren nach dnem der Anspruche 28-3(1, dad«rch gekennzeichnet. dass die 
Verabraicbu.6 der Stamn^ellen „ittel. lolcalar lnjektion. systemischer Injektion 
parenteralcr Verabreichung. oraler Verabreichm.g oder intrautariner Injekdon in 
emen Embryo erfolgt. 

y^ahren nach einem der AnsprUche 28-37, dadurch gekenr^eiohnet, dass der zu 
bebandelnde Krankbeitszustand ein Tmnor. eine Lebererkrankm,g. eina Binda- 
g^vebserkxaiOcung, eina kanliovadcuJare Erkrankung. neurodegenerative 
Ericrankuag. metaboJische Erkrankung. Antoimxnunerkrankung, Anamie 
Hfimophilic. Diabetes. Isohamie, eine Entziindung. Infaktionskrankheit. ein 
Altenmgsprozefl. genetischer Defekt oder Tramplantat-AbstoBung ist. 

Vonvendxmg der Stammzellen nach einem der Ampriiche 1-9, Stamxnzellkulturen 
nach einem der Anspriiche 10-13 oder der organoiden Korpar nach einem der 
Anspruche 15-18 oder damns erhaltener differenziartar Zellen zur Entwicklung 
gewebeShnlicher oder organShnlicher muJtizeUularer Systeme in vitro. 

Venvendmxg nach Anspruoh 39. dadmch gekennzeichnet. dafi die multizellularen 
Systeme mehrere Arten von Zellen umfassen. 

y^endung der Stammzellen nach einem der Anspruche 1-9 oder darau. erhaltener 
differenzierter ZeHen fur das reprodnktive Klonen aines nicht-humanan 
Orgftwsmus. 

42. Ver^endmg der St*„nmzellen nach einem dor Anspnicha 1-9. Stan.mzenkultv.cn 
nach einem der Aa^riiche 10-13 odor der organoiden K6,par nach einem der 



40. 



41. 
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Ansprfiche 15-18 oder daraus erhaltener differenzierter Zellen al. w^o-Sysrem 
^um Testen von Chemikalien. insbesondere zum Soreenen von Arzneiwirkstoffen. 

V^endtmg der difterenzierten Zellen ..ch An^pruch 24-25 oder der 
Differenderungskultu. nach Anspruch 26-27 oder dnraua erhaltenex muIHzellularer 
Systeme zur Produktion gewiinschter Substanzen in vitro. 

Phanna^tische Zusamznensetzung, ^«.fassend die Stammzellen nach einem der 
A^sprtiche 1-9 Oder darau. erhaltene difreren:derta Zellen sowie eine physiologi.ch 
aniiehmbare Matrix oder einen physiologisch am»ebmbar6a TrSger. 

^™tische Zusan^mer^setzung nach Anspruch 44. un^fassend fe^cr weitere 
Hilfsstoffe Oder Wirkstoffe. 

•a. ™^.e^ di. SV^^^^ einam der Ai^prtlche 1-9 odor die dara^ 
«i«l.«.=„ di«fe«„zi«=„ Zd|e„ od«r die pt»n„a.e„M,d,e Z,«e™„,e„3cteu„g „«ch 
Anspruch 44 Oder 45. >^"»iB «acn 

Kit nach Anspruch 46, uxnfassend weltcrc Hilfsmittel oder Reagenzien zB 
Reagenzien zur Kultivierune der Zellen Oder diagnostische Reageazien. 



16337/US Hz/Km 
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ZusamiHfenfaaBiiMg 

Die Eraidung betriffi isolierte pluripotente adulte StammzeJIen. welcbe aus exokrinem 
Drusengewebe erhalten wurden. sowie Verfehren ^ur Isolienmg und Kultivierung dieser 
pJuripot«jten StaromzeUen. 




